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(57) Abstract: The invention relates to a method for characterizing a nucleic acid fragment, in which the following method steps 
are carried out: a) immobilizing the nucleic acid fragment that is to be characterized on a surface; b) producing an array of oligomers 
on a second surface, whereby the oligomers are provided with a marker; c) removing the synthesized oligomers from the surface 
without vacating a predetermined region on the surface; d) bringing the surface, on which the nucleic acids to be characterized are 
immobilized, into contact with the oligomer array surface, whereby complementary oligomers of the array hybridize on the DNA to 
be characterized; e) removing non-complementary oligomers, and; 0 detecting the complementary oligomers using markers thereof, 
whereby sequence information is determined using the position on the surface. 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung beschreibt ein Verfahren zur Charakterisierung eines Nukleinsaurefragmentes, 
wobei man die folgenden Verfahrensschritte ausfiihrt: a) man immobilisiert das zu charakterisierende NukJeinsaurefragment auf 
einer Oberflache; b) man stellt auf einer zweiten Oberflachc ein Array von Oligomeren her, wobei die Oligomeren mit einem Marker 
versehen sind; c) man lost die synthetisierten Oligomere von der Oberflache ab, ohne dabei einen vorgegebenen Bercich auf der 
Oberflachc zu verlassen; d) man kontaktiert die Oberflache, auf der die zu charakterisierende Nukleinsaure immobilisiert ist, mit 
der Oligomer Array Oberflache, wobei komplementare Oligomere des Arrays an die zu charakterisierende DNA hybridisieren; e) 
man entfernt nicht komplementare Oligomere; f) man detektiert die komplementiiren Oligomere mittels deren Marker, wobei man 
anhand des Ortes auf der Oberflache Sequenzin formation ermittelt. 
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Verfahren zur Charakterisierung von 
Nukleinsauref ragmen ten 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Charakterisie- 
rung von Nukleinsauref ragmenten. 

Die WOA-99/29897 offenbart ein Verfahren und ein Kit zur. 
Identifizierung von Nukleinsauren. Hierbei werden massen- 
unterscheidbare Sonden verwendet. 



US-A 5,929,208 beschreibt einen Hybridisierungsassay, wo- 
bei die zu charakterisierende Nukleinsaure mit einer Oli- 

15 gomer Array Oberflache kontaktiert wird, wobei komplemen- 
tare Oligomere des Arrays mit der zu charakterisierenden 
DNA hybridisieren und nicht hybridisierte Nukleinsauren 
entfernt werden. . Hierbei werden bestimmte Positionen in 
einem Array mit Ladungen versehen, so dass die Bindung 

20 von Oligomeren an bestimmte Orte gesteuert wird. 

Es sind heute verschiedene Verfahren bekannt, mit denen 
man Oligonukleotid-Arrays herstellen kann. Sie lassen 
sich grob in 3 Gruppen einteilen: 

25 

1) Alle Oligomere werden auf herkommliche Weise einzeln 
und in relativ grofler Menge im Reagenzglas bzw. in den 
speziellen Syntheseautomaten hergestellt und danach ein- 
zeln auf den Trager aufpipettiert . Dazu verwendet man ub- 
30 licherweise automatische, hochprazise Mikropipettierrobo- 
ter. Der Vorteil dieses Verfahrens ist, dass es weitge- 
hend auf bereits optimierten Standardmethoden und - 
Geraten beruht. Dadurch kann man qualitativ hochstehende 
DNA-Arrays mit sehr reinen Oligomeren herstellen, was ei- 
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nen aufterst positiven Einflufi auf die mit dem Array er- 
zielbare Detektionsempf indlichkeit und -Zuverlassigkeit 
hat. Der grofte Nachteil des Verfahrens ist, dass es enorm 
aufwendig und deshalb teuer ist. Dies gilt in besonderem 
Masse fur die Synthese der einzelnen Oligomere. 

Der Kauf fertiger Oligomere stellt keine Losung dar, da 
auch kommerziell synthetisierte Oligonukleotide in groften 
Zahlen extrem teuer sind, da die Synthese der Monomere * 
relativ aufwendig ist, fur einige spezielle Ausfuhrungen 
Patentgebuhren zu entrichten sind und aufterdem die ver- 
wendeten Losungsmittel aufgrund ihrer erf orderlichen 
Reinheit teuer sind. 

2) Die Oligomere werden durch pipettieren in kleinsten 
Mengen direkt auf dem Substrat synthetisiert . Auf jedem 
Rasterpunkt wird die dort vorgesehene Oligomerkette 
Nukleobase fur Nukleobase aufgebaut. Zur Pipettierung 
verwendet man ahnlich wie bei Verfahren 1) einen spezia- 
lisierten Mikropipettierroboter oder z. B. eine Vorrich- 
tung, die Kanale zur Zufuhrung der einzelnen Synthesebau- 
steine zu den jeweiligen Punkten des Arrays enthalt (EP-A 
0915897) . Das chemische Syntheseverf ahren ist grundsatz- 
lich das gleiche wie bei der herkommlichen Oligomer- 
Synthese im Syntheseautomaten. Der Unterschied ist, dass 
alle Oligomere unabhangig von deren Anzahl gleichzeitig, 
von einer einzigen automatischen Anlage direkt am vorge- 
sehenen Bestimmungsort hergestellt werden. Die bei Metho- 
de 1) separaten Arbeitsschritte Oligomer-Synthese und 
Mikropipettierung sind nun zu einem einzigen Arbeits- 
schritt zusammengefaftt . Der Auf wand an Geraten und an ma- 
nueller Arbeit wird gegenuber Methode 1) erheblich redu- 
ziert • 
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3) Die Oligomere werden wie bei Methode 2) direkt auf dem 
Substrat synthetisiert , die gezielte Anbindung der rich- 
tigen Nukleobasen an den richtigen Rasterpunkten ge- 
schieht jedoch durch eine vollkommen parallele, aus der 
Halbleiterfertigung stammende photolithographische Tech- 
nik anstelle von sequentiellen, zielgenauen Pipet- 
tierschritten. Das Verfahren basiert darauf, dass man mit 
Licht einer bestimmten Wellenlange gezielt die 5 ' -OH 
Schutzgruppen von Oligonukleotiden entfernen kann. Durch 
geeignete ortliche Bestrahlungsmuster kann man somit Oli- 
gonukleotid-Enden an genau jenen Rasterpunkten reaktions- 
fahig machen, an die man im nachsten Schritt einen neuen 
Nukleotidbaustein anbinden will. Bei vollstandiger Benet- 
zung der Arrayoberf lache mit einer Nukleotidbaustein- 
Losung wird somit nur an den vorher belichteten Stellen 
eine Nukleobase angebunden, alle unbelichteten Stellen 
bleiben unverandert. Die ortlichen Belichtungsmuster wer- 
den erzeugt, indem man eine mikrophotographische schwarz- 
weift Maske zwischen dem Substrat und der Lichtquelle po- 
sitioniert, die alle Rasterstellen abdeckt, die nicht re- 
aktionsfahig gemacht werden sollen. Die Verlangerung der 
Oligomer-Ketten auf alien Rasterpunkten um eine Nukleoba- 
se geschieht demnach wie folgt: Mit Hilfe einer ersten 
Maske werden genau jene Rasterpunkt belichtet, welche um 
die erste der 4 moglichen Sorten von Nukleobasen (z.B. C) 
erweitert werden miissen. Danach wird der Array mit einer 
Losung des entsprechenden Nukleotidbausteins benetzt, 
worauf nur die belichteten Punkte um diese Base verlan- 
gert werden. Da die neu angebundenen Nukleotidbausteine 
noch alle uber eine Schutzgruppe verfugen, werden sie in 
den folgenden Schritten nicht weiter reagieren, bis ihre 
Schutzgruppen durch eine weitere Belichtung abgespaltet 
werden. Nach diesem Reaktionsschritt wird das Array gewa- 
schen. Nun werden mit Hilfe einer zweiten Maske genau je- 
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ne Rasterstellen belichtet, welche um die zw.eite der 4 
moglichen Nukleobasen (z.B. T) erweitert werden miissen. 
Darauf wird das Array wiederum mit einer Losung des ent- 
sprechenden Nukleotidbausteins benetzt und die belichte- 
ten Stellen dadurch um diese Base verlangert. Genauso 
verfahrt man fur die verbleibenden zwei Nukleobasen (G 
und A) . Fur die Verlangerung aller Oligomere um eine 
Nukleobase benotigt man demzufolge vier Belichtungs- 
schritte und somit 4 Photomasken . 

Diese Methode ist wegen der hohen Parallelitat in der 
Verarbeitung sehr schnell und effizient, zudem ist sie 
wegen der hohen Prazision, die mit Photolithographie er- 
reicht werden kann, gut dazu geeignet, sehr hohe Raster- 
dichten zu ' erzielen. 

Eine Obersicht iiber den Stand der Technik in der Oligomer 
Array Herstellung lasst sich auch einer im Januar 1999 
erschienen Sonderausgabe von Nature Genetics (Nature Ge- 
netics Supplement, Volume 21, January 1999) und der dort 
zitierten Literatur entnehmen. 

Patente, die sich allgemein auf die Verwendung von Oligo- 
mer Arrays und photolithographisches Maskendesign bezie- 
hen, sind z. B. US-A 5,837,832, US-A 5,856,174, WO-A 
98/27430 und US-A 5,856,101. Zudem existieren einige 
Stoff- und Verf ahrenspatente, welche die Verwendung pho- 
tolabiler Schut zgruppen an Nukleosiden einschranken, so 
z..B. WO-A98/39348 und US-A 5,763,599. 

Um DNA zu immobilisieren, existieren verschiedene Verfah- 
ren. Das bekannteste Verfahren ist die Festbindung einer 
DNA, welche mit Biotin f unktion£lisiert ist, an eine 
Streptavidin-beschichtete Oberflache. Die Bindungsstarke 
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dieses Systems entspricht einer kovalenten chemischen 
Bindung ohne eine zu sein. Urn eine Ziel-DNA kovalent an 
eine chemisch vorbereitete Oberflache binden zu konnen, 
bedarf es einer entsprechenden Funktionalitat der Ziel- 
DNA. DNA selbst besitzt keine Funktionalisierung, die ge- 
eignet ist. Es gibt verschiedene Varianten in eine Ziel- 
DNA eine geeignete Funktionalisierung einzufiihren: Zwei 
leicht zu handhabende Funktionalisierungen sind primare, 
aliphatische Amine und Thiole. Solche Amine werden quan- 
titativ mit N~Hydroxy-succinimidestern umgesetzt und Thi- 
ole reagieren unter geeigneten Bedingungen quantitativ 
mit Alkyliodiden . Eine Schwierigkeit besteht im Einfiihren 
einer solchen Funktionalisierung in eine DNA. Die ein- 
fachste Variante ist die Einfuhrung durch einen Primer 
einer PCR. Gezeigte Varianten benutzen 5' -modif izierte 
Primer (NH 2 und SH) und einen bif unktionalen Linker. 
Ein wesentlicher Bestandteil der Immobilisierung auf ei- 
ner Oberflache ist ihre Beschaf f enheit . Bis jetzt be- 
schriebene Systeme sind hauptsachlich aus Silizium oder 
Metall (magnetic beads) . Eine weitere Methode zur Bindung 
einer Ziel-DNA basiert darauf, eine kurze Erkennungsse- 
quenz (z.B. 20 Basen) in der Ziel-DNA zur Hybridisierung 
an ein oberf lachenimmobilisiertes Oligonukleotid zu ver- 
wenden. 

Es sind auch enzymatische Varianten zur Einfuhrung von 
chemisch aktivierten Positionen in eine Ziel-DNA be- 
schrieben worden. Hier wird an einer Ziel-DNA enzymatisch 
eine 5' -NH2-Funktionalisierung durchgef iihrt . 

5-Methylcytosin ist die haufigste kovalent modifizierte 
Base in der DNA eukaryotischer Zellen. Sie spielt bei- 
spielsweise eine Rolle in der Regulation der Transkripti- 
on, genomischem Imprinting und in der Tumorgenese. Die 
Identif izierung von 5-Methylcytosin als Bestandteil gene- 
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tischer Information ist daher von erheblichem Interesse. 
5-Methylcytosin-Positionen konnen jedoch nicht durch Se- 
quenzierung identif iziert werden, da 5-Methylcytosin das 
gleiche Basenpaarungsverhalten aufweist wie Cytosin. Da- 
5 ruberhinaus geht bei einer PCR-Amplif ikation die epigene- 
tische Information, die die 5-Methylcytosine tragen, 
vollstandig verloren. 

Es sind mehrere Verfahren bekannt, die diese Probleme 16- 
10 sen. Meist wird eine chemische Reaktion oder enzymatische 
Behandlung der genomischen DNA durchgef uhrt , infolge de- 
rer sich die Cytosin von den Methylcytosin Basen unter- 
scheiden lassen. Eine gangige Methode ist die Umsetzung 
von genomischer DNA mit Bisulfit, die nach alkalischer 
15 Hydrolyse in zwei Schritten zu einer Umwandlung der Cyto- 
sin Basen in Uracil fuhrt (Shapiro, R., Cohen, B., Ser- 
vis, R. Nature 227, 1047 (1970)). 5-Methylcytosin bleibt 
unter diesen Bedingungen unverandert. Die Umwandlung von 
C in U fuhrt zu einer Veranderung der Basensequenz, aus 
20 der sich durch Sequenzierung nun die ursprunglichen 5- 
Methylcytosine ermitteln lassen (nur diese liefern noch 
eine Bande in der C-Spur) . 

Eine Ubersicht uber die weiteren bekannten Moglichkeiten, 
25 5-Methylcytosine nachzuweisen, ist mitsamt der dazugeho- 
rigen Literatur dem folgenden Ubersichtsartikel zu ent- 
nehmen: Rein, T., DePamphilis, M. L., Zorbas, H., Nucleic 
Acids Res. 26, 2255 (1998). 

30 Matrix-assistierte Laser Desorptions/Ionisations Mas- 

senspektrometrie (MALDI) ist eine neue, sehr leistungsfa- 
hige Entwicklung fur die Analyse von Biomolekulen (Karas, 
M. and Hillenkamp, F. 1988. Laser desorption ionization 
of proteins with molecular masses exceeding 10.000 
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daltons. Anal. Chem. 60: 2299-2301). Ein Analytmolektil 
wird in eine im UV absorbierende Matrix eingebettet. 
Durch einen kurzen Laserpuls wird die Matrix ins Vakuum 
verdampft und das Analyt so unf ragmentiert in die Gaspha- 
se befordert. Eine angelegte Spannung beschleunigt die 
Ionen in ein feldfreies Flugrohr. Auf Grund ihrer ver- 
schiedenen Massen werden Ionen unterschiedlich stark be- 
schleunigt. Kleinere Ionen erreichen den Detektor fruher 
als groftere. Die Flugzeit wird in die Masse der Ionen um- 
gerechnet. 

Technische Neuerungen der Hardware haben die Methode sig- 
nifikant verbessert. Erwahnenswert ist delayed extraction 
(DE) . Fur DE wird die Beschleunigungsspannung mit einer 
Verzogerung zum Laserpuls eingeschaltet und dadurch eine 
verbesserte Auflosung der Signale erreicht, weil die Zahl 
.der Stofte verringert wird. 

MALDI eignet sich ausgezeichnet zur Analyse von Peptiden 
und Proteinen. Fur Nukleinsauren ist die Empf indlichkeit 
etwa 100-mal schlechter als fur Peptide und nimmt mit zu- 
nehmender Fragmentgrdfte uberproportional ab. Der Grund 
dafiir liegt darin, dass fiir die Ionisation von Peptiden 
und Proteinen lediglich ein einziges Proton eingefangen 
werden muft. Fiir Nukleinsauren, die ein vielfach negativ 
geladenes Riickgrat haben, ist der Ionisationsprozeft durch 
die Matrix wesentlich inef f izienter . Fur MALDI spielt die 
Wahl der Matrix eine eminent wichtige Rolle. Fur die De- 
sorption von Peptiden sind einige sehr leistungsf ahige 
Matrices gefunden worden, die eine sehr feine Kristalli- 
sation ergeben. Fiir DNA sind zwar mittlerweile einige an- 
sprechende Matrices gefunden worden, jedoch wurde dadurch 
der Empf indlichkeitsunterschied nicht verringert. Der 
Empf indlichkeitsunterschied kann verringert werden, indem 
die DNA chemisch so modifiziert wird, dass sie einem Pep- 
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tid ahnlicher wirci. Phosphorothioatnukleinsauren, bei de- 
nen die gewohnlichen Phosphate des Ruckgrats durch Thi- 
ophosphate substituiert sind, lassen sich durch einfache 
Alkylierungschemie in eine ladungsneutrale DNA umwandeln. 

Die Kopplung eines "charge tags" an diese modifizierte 
DNA resultiert in der Steigerung der Empf indlichkeit in 
den gleichen Bereich wie er fur Peptide gefunden wird. 
Durch diese Modif ikationen hat sich auch die Moglichkeit 
eroffnet ahnliche Matrices, wie sie fUr die Desorption 
von Peptiden verwendet werden, zu benutzen. Ein weiterer 
Vorteil von charge tagging ist die erhohte Stabilitat der 
Analyse gegen Verunreinigungen, die den Nachweis unmodi- 
fizierter Substrate stark erschweren. PNAs und Me- 
thylphosphonatoligonukleotide sind mit MALDI untersucht 
worden und lassen sich so analysieren. 

Ein Array mit vielen tausend Ziel-DNAs kann auf einer 
Festphase immobilisiert und anschlieftend alle Ziel-DNAs 
gemeinsam auf das Vorhandensein einer Sequenz mittels ei- 
ner Sonde (Nukleinsaure mit komplementarer Sequenz) un- 
tersucht werden. 

Eine Ubereinstimmung in der Ziel-DNA mit der- Sonde kommt 
durch eine Hybridisation der zwei Telle miteinander zu- 
stande. Sonden konnen beliebige Nukleinsauresequenzen von 
beliebiger Lange sein. Es existieren verschiedene Verfah- 
ren fur die Auswahl von optimalen Bibliotheken von Son- 
densequenzen, welche minimal miteinander uberlappen. 

Sondensequenzen konnen auch gezielt zusammengestellt wer- 
den, urn bestimmte Ziel-DNA Sequenzen aufzufinden. Oligo- 
fingerprinting ist ein Ansatz, bei welchem diese Techno- 
logie zum Einsatz kommt, Eine Bibliothek von Ziel-DNAs 
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wird mit kurzen Nukleinsauresonden abgetastet. Meist sind 
hier die Sonden nur 8-12 Basen lang. Es wird jeweils eine 
Sonde auf einmal an eine auf einer Nylonmembran immobili- 
sierte Ziel-DNA-Bibliothek hybridisiert . Die Sonde ist 
radioaktiv markiert und die Hybridisierung wird anhand 
der Lokalisierung der Radioaktivitat beurteilt. 

Die Nutzung von Oligomer Sondenbibliotheken zur Identifi- 
zierung immobilisierter Nukleinsauren mittels Mas- 
senspektrometrie ist beschrieben worden (EP 97 12 1471.3 
und EP 97 12 1470.5). In diesem Verfahren werden aller- 
dings keine Oligomer Arrays verwendet. 

Fur die Abtastung eines immobilisierten DNA-Arrays sind 
vielfach fluoreszent markierte Sonden verwendet worden. 
Besonders geeignet sind fur die Fluoreszenzmarkierung ist 
das einfache Anbringen von Cy3 und Cy5 Farbstoffen am 
5 f OH der jeweiligen Sonde. Die Detektion der Fluoreszenz 
der hybridisierten Sonden erfolgt beispielsweise uber ein 
Konf okalmikroskop . Die Farbstoffe Cy3 und Cy5 sind, neben 
vielen anderen, kommerziell erhaltlich. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist, ein Verfahren zur 
Verfugung zu stellen, welches die Nachteile des Standes 
der Technik uberwindet. 

Erf indungsgemaft wird ein Verfahren zur Charakterisierung 
eines Nukleinsauref ragmentes geschaffen, wobei man die 
folgenden Verf ahrensschritte ausfuhrt: . 

a) man immobilisiert das zu charakterisierende Nuklein- 
sauref ragment auf einer Oberflache; 

b) man stellt auf einer zweiten Oberflache einen Array 
von Oligomeren her, wobei die Oligomere mit einem Marker 
versehen sind; 
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c) man lost die synthetisierten Oligomere von der Ober- 
flache ab, ohne dass diese dabei einen vorgegebenen Be- 
reich auf der Oberflache zu verlassen; 

d) man kontaktiert die Oberflache, auf der die zu charak- 
terisierende Nukleinsaure immobilisiert ist, mit der Oli- 
gomer Array Oberflache wobei komplementare Oligomere des 
Arrays an die zu charakterisierende DNA hybridisieren; 

e) man entfernt nicht komplementare Oligomere; 

f) man detektiert die komplementaren Oligomere mittels 
deren Marker, wobei man anhand des Ortes auf der Oberfla- 
che Sequenzinf ormation ermittelt. 

Erf indungsgemali bevozugt ist es, dass das zu charakteri- 
sierende Nukleinsauref ragment ein Amplifikat genomischer 
DNA ist. 

Eine besonders bevorzugte Ausf iihrungsf orm des erfindungs- 
gemaften Verfahrens sieht vor, dass man die genomische DNA 
vor der Amplif ikation mit einer Losung eines Bisulfits, 
Disulfits oder Hydrogensulf its umsetzt. 

Bevorzugt ist weiterhin, dass man das zu charakterisie- 
rende Nukleinsauref ragment kovalent an die Oberflache 
bindet. Bevorzugt ist es auch, dass man in das charakte- 
risierende Nukleinsauref ragment eine Aminof unktion ein- 
fuhrt und diese an eine durch Silanisierung derivatisier- 
te Glasoberf lache bindet. 

Erf indungsgemaft bevorzugt ist das Verfahren ferner, wobei 
man die Oligomere des Arrays kovalent an die zweite Ober- 
flache bindet. Dabei ist es auch bevorzugt, dass man in 
die Oligomere des Arrays eine Aminof unktion einfuhrt und 
diese an eine durch Silanisierung derivatisierte Glas- 
oberf lache bindet. 
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Es ist aufterdem bevorzugt, dass man den Oligomer Array 
durch Festphasensynthese der Oligomere auf der zweiten 
Oberflache herstellt. 

Besonders bevorzugt ist es, dass man die Festphasensyn- 
these der Oligonukleotide auf der zweiten Oberflache in 
einer geschlossenen Synthesekammer durchfiihrt, in welche 
man selektiv Synthesereagenzien einspeist. Hierbei ist 
insbesondere bevorzugt, dass man die Synthese der Oligo- 
mere durch selektive Zufiihrung der Synthesereagenzien an 
die jeweiligen Orte, an denen die Oligomere synthetisiert 
werden, durchfiihrt . 

Erf indungsgemaft bevorzugt ist es ferner, dass man photo- 
lithographische Methoden und photolabile Schutzgruppen 
zur Oligomersynthese verwendet. 

Weiterhin ist auch bevorzugt, dass man fur das photoli- 
thographische Verfahren elektronisch ansteuerbare 
und/oder veranderbare Masken verwendet. Hierbei ist be- 
sonders bevorzugt, dass man fur die photolithographische 
Verfahren ein selektiv schaltbaren Spiegelarray zur Er- 
zeugung eines Belichtungsmusters verwendet. 

Weiterhin ist es erf indungsgemafi bevorzugt, dass man die 
Synthese der Oligomere in einem Array von Kavitaten 
durchfiihrt, welche man gegebenenf alls weiterhin als Kam- 
mern fur die Hybridisierung verwendet. 

Eine bevorzugte Variante des erf indungsgemafien Verfahrens 
ist ferner, dass man die Immobilisierung der zu charakte- 
risierenden Nukleinsauref ragmente an einen Array von Ka- 
vitaten durchfiihrt, welche man gegebenenf alls weiterhin 
als Kammern fur die Hybridisierung verwendet. 



WO 01/09374 



12 



PCT/DEOO/02595 



Dabei ist es bevorzugt, dass man als Marker der Oligomere 
chemische Gruppen verwendet, welche eine Massenverande- 
rung und/oder Fluoreszenz bewirken. Insbesondere bevor- 
zugt ist es bei dem erf indungsgemaften Verfahren, dass man 
die Detektion der hybridisierten Oligomere mittels Mas- 
senspektrometrie, vorzugsweise mittels Matrix assistier- 
ter Laser Desorptions/Ionisations Massenspektrometrie 
(MALDI), durchfuhrt. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
ein Kit, zur Durchfuhrung des Verfahrens gemaft einem der 
voranstehden Anspriiche, umfassend Reagenzien .und/oder Re- 
f erenz-Nukelinsauref ragmente und/oder Referenz-DNA 
und/oder behandelte Oberflachen und/oder photolithogra- 
phische Masken und/oder Oligomere. 

Die vorliegende Erfindung also beschreibt ein Verfahren 
zur Charakterisierung von Nukleinsauren. In einer beson- 
ders bevorzugten Variante dient es zur Identif izierung 
von Cytosin Methylierungsmustern in Amplifikaten genomi- 
scher DNA. 

Die Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur Charakte- 
risierung von Nukleinsauren. Dazu wird die Nukleinsaure 
auf einer Oberflache immobilisiert . Auf einer zweiten 0- 
berflache wird ein Array von markierten Oligomeren, be- 
vorzugt Oligonukleotiden, mittels Festphasensynthese her- 
gestellt und anschlieliend die Oligomere von der Oberfla- 
che abgespalten, ohne dass diese einen vorgegebenen Be- 
reich auf der zweiten Oberflache verlassen konnen. Die 
beiden Oberflachen werden nach der Zugabe einer geringen 
Menge einer Pufferlosung kontaktiert und die syntheti- 
sierten Oligomere hybridisieren an den Orten, an denen 
auch ihre Synthese stattfand, an die auf der ersten Ober- 
flache immobilisierte Nukleinsaure. An den Orten, an de- 
nen eine Hybridiserung stattfand, konnen nachfolgend die 



WO 01/09374 



13 



PCT/DE00/02595 



Oligomers uber ihre Marker registriert werden. Das Muster 
von hybridisierten Oligomeren, das dabei erhalten wird, 
wird fur die Ermittlung von Sequenzinf ormation in der zu 
charakterisierenden Nukleinsaure verwendet. In einer be- 
sonders bevorzugten Variante dient das Verfahren zur I- 
dentif izierung von Cytosin-Methylierungsmustern in geno- 
mischer DNA. Dazu wird diese mit einer Bisulf itlosung be- 
handelt und amplif iziert , bevor sie auf die erste Ober- 
flache aufgebracht wird. 

Zur Charakterisierung einer amplif izierten genomischen 
DNA Probe werden Oligomer Arrays eingesetzt, indem die 
DNA Probe f luoreszenzmarkiert wird und an einen solchen 
Array von immobilisierten Oligomeren hybridisiert wird 
(Stand der Technik). Ebenso ist es moglich, einen Array . 
von Amplifikaten herzustellen und daran Sonden zu hybri- 
disieren. Jedoch konnen dafiir nur wenige Sonden gleich- 
zeitig verwendet werden, da sie sich anhand z. B. ihrer 
Fluoreszenz nur eingeschrankt unterschieden lassen. Ein 
Patent, dass dieses Problem mittels Massenspektrometrie 
umgeht, ist im Stand der Technik erwahnt. 

Diese Erfindung beschreibt die umgekehrte Variante, die 
zu identif izierende DNA auf der Oberflache zu immobili- 
sieren, und dennoch die Vorteile der Oligomer Array Tech- 
nologie zu nutzen. Sie bietet zahlreiche Vorteile. Zum 
einen kann die Hybridisierung wesentlich schneller durch- 
geflihrt werden, da bei der hier beschriebenen Variante . 
die kurzen Oligonukleotide liber eine extrem geringe Dis- 
tanz zu der immobilisierten Ziel DNA diffundieren konnen 
und diese zudem in einem grolien Oberschufi vorliegen kon- 
nen. Zum anderen kann der Chip mit der kostbaren immobi- 
lisierten Ziel DNA so haufig wie fur ihre vollstandige 
Charakterisierung notwendig nach dem Entfernen der Oligo- 
raere wiederverwendet werden. Es ist auch in vielen Fallen 
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einfacher, Marker an die Oligomere anzubringen als an die 
oft in wesentlich geringeren Mengen vorliegende amplifi- 
zierte DNA. Dies gilt insbesondere, wenn die Detektion 
mittels Massenspektrometrie erfolgt, da in diesem Fall 
die Oligomere direkt detektiert werden konnen. Diese Va- 
riante erlaubt auch die Verwendung von Oligomer Biblio- 
theken, deren Bestandteile alle uber ihre Masse unter- 
scheidbar sind. 

Ein weiterer, wesentlicher Vorteil der vorliegenden Er- 
findung ist, dass die Oligomere nicht mehr unbedingt in 
unmittelbarer Nahe der Oberflache an die Ziel DNA hybri- 
disieren, wie es sonst bei Arrays immobilisierter Oligo- 
mere zwangslaufig der Fall ist. Dies verursacht haufig 
Probleme vor allem hinsichtlich der Hybridisierungsef f i- 
zienz. Zugleich bleiben jedoch bei der vorliegenden Er- 
findung die allgemeinen Vorteile der Oligomer-Array Syn- 
these, wie als Stand der Technik beschrieben, erhalten. 

Das erf indungsgemafte Verfahren zur Charakterisierung von 
Nukleinsauren setzt sich aus den folgenden Schritten zu- 
sammen: 

1. Eine zu charakterisierende Nukleinsaure wird auf einer 
Oberflache immobilisiert. 

2. Auf einer zweiten Oberflache wird ein Array von Oligo- 
meren hergestellt, die mit einem detektierbaren Marker 
versehen sind. 

3. Die synthetisierten Oligomere werden von der Oberfla- 
che abgelost, ohne dabei einen vorgegebenen Bereich auf 
der Oberflache zu verlassen. 

4. Die Oberflache, auf der die zu charakterisierende Nuk- 
leinsaure immobilisiert wurde, wird mit der Oligomer 
Array Oberflache kontaktiert. 
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5. Komp 1 erne n tare Oligomere des Arrays hybridisieren an 
die zu charakterisierende DNA, und 

nicht komplementare Oligomere werden durch Waschschrit- 
te entfernt. 

6. Die komplementaren Oligomere werden tiber ihre Marker 
detektiert und anhand ihres Ortes auf der Oberflache 
Sequenzinf ormation ermittelt. 



Die zu charakterisierende Nukleinsaure kann genomische 
DNA, bevorzugt amplif izierte Fragmente einer genomischen 
DNA Probe Oder auch RNA sein. In einer besonders bevor- 
zugten Variante des Verfahrens erfolgt zuvor eine Behand- 
lung der genomischen DNA-Probe mit einer Bisulf itlosung, 
urn eine Umwandlung von Cytosin in Uracil zu bewirken, 
wahrend Methylcytosin unter diesen Bedingungen nicht um- 
gesetzt wird. Mit diesem vorangehenden Schritt ist es 
moglich, das Verfahren fur die Identif izierung von Methy- 
lierungsmustern in genomischer DNA zu verwenden. Die ge- 
nomische DNA Probe wird bevorzugt, urn die Sensitivitat 
des Verfahrens zu verbessern, amplif iziert . Dies kann be- 
sonders bevorzugt mittels PCR erfolgen. 

Im ersten Schritt des Verfahrens wird nun die zu charak- 
terisierende DNA auf einer Oberflache immobilisiert . Die- 
se Oberflache kann aus Glas, Quarzglas, Oder auch bei- 
spielsweise Silicium bestehen. In einer bevorzugten Vari- 
ante des Verfahrens wird die Oberflache chemisch akti- 
viert, so dass eine oder mehrere kovalente Bindungen der 
zu charakterisierenden Nukleinsaure zu der funktionali- 
sierten Oberflache geschaffen werden konnen. Diese Akti- 
vierung der Oberflache wird bevorzugt durch Silanisierung 
durchgef uhrt . Dabei kommt zum einen eine Aktivierung mit 
Epoxyf unktionen in Betracht, an die die zu charakterisie- 
rende DNA entweder direkt oder aber bevorzugt uber eine 
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in der PCR liber einen Primer eingefiigte primare Amino- 
funktion bindet . Zum anderen kann die Oberflache mittels 
Silanisierung aminof unktionalisiert werden. Die zu cha- 
rakterisierende DNA kann dann uber ein Linkermolekul mit 
dieser Aminof unktion verknupft werden. Die zu charakteri- 
sierende DNA tragt in diesem Fall bevorzugt in der PCR 
angefiigte Amino- oder Mercaptof unktionen . Als bifunktio- 
nale Linkermolekule werden z. B. SIAB, DMS oder PITC ver- 
wendet. 



Hinsichtlich der Vorbehandlung der Oberflache und der 
Linkermethodik gilt gleiches fur den zweiten Schritt des 
Verfahrens, der Herstellung der Oligomer Arrays auf der 
zweiten Oberflache. Die Oligomer-Arrays werden effizient, 
wie es Stand der Technik ist, hergestellt, jedoch mit dem 
Unterschied, dass sie von der Festphase wieder abspaltbar 
sind. Diese Abspaltung kann entweder photochemisch oder 
durch die Einwirkung einer Saure oder Base, bevorzugt ei- 
ner Base, erfolgen. Die Oberflache kann fur die Herstel- 
lung der Oligomer Arrays sowohl mit primaren Alkohol oder 
Aminof unktionen derivatisiert werden. Die primaren Alko- 
holfunktionen werden dem Stand der Technik entsprechend 
mittels Epoxidierung der Oberflache und nachfolgende Um- 
setzung mit einem Oligoethylenglykol, bevorzugt wird je- 
doch die kurzlich von Beier et al. (Nucleic Acids Re- 
search, 1999, S. 1970-77) vorgestellte Aminof unktionali- 
sierung von Glasoberf lachen durchgef uhrt . Urn eine photo- 
chemische Abspaltung durchfuhren zu konnen, muft nach der 
Amino- oder OH-f unktionalisierung bevorzugt zunachst ein 
photospaltbarer Linker eingefugt werden. In einer weite- 
ren Ausfuhrung des Verfahrens kommt fur die Abspaltung 
der Oligomere nach der Synthese die von Beier und Pflei- 
derer vergestellte Schutzgruppenstrategie zum Einsatz, 
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wobei fiir die Abspaltung der Oligomere von der Oberflache 
die Base DBU verwendet wird (DE-A 196 25 397). 

Die Synthese der Oligomerarrays erfolgt in einer beson- 
ders bevorzugten Variante des Verfahrens in einer ge- 
schlossenen Synthesekammer, in welche die Synthesereagen- 
zien selektiv eingespeist werden konnen. Die Monomere 
werden jeweils direkt an die jeweiligen Syntheseorte ge- 
leitet, bevorzugt durch ein Pin-Tool oder uber einen Pie- 
zo-Pipettierroboter, wobei die Synthesekammer fur diesen 
Schitt geoffnet wird. Alternativ kann die Synthese mit- 
tels photolithographischer Methoden erfolgen, wie auch im 
Stand der Technik beschrieben. Dabei wird uber eine Maske 
nur den Bereichen Licht zugeleitet, in den einer Ketten- 
verlangerung des Oligomers urn jeweils eine bestimmtes Mo- 
nomer erfolgen soli (siehe Stand der Technik) . Besonders 
bevorzugt ist dabei die Verwendung dynamischer Masken, 
die durch elektronische Ansteuerung veranderbar sind. 
Diese Masken konnen entweder ein LCD Display, Mikro- 
verschluftarrays oder ein schaltbares Glasf aserbiindel 
sein. Zudem konnen fiber Arrays von kippbaren Mikrospie- 
geln, wie sie in modernen Projektoren verwendet werden, 
Punkten auf der Oberflache selektiv Licht zugefuhrt wer- 
den. Alternativ konnen viskoelastische Mikrospiegel ein- 
gesetzt werden. Die photolithographischen Verfahren er- 
fordern die Verwendung photolabiler Schutzgruppen an den 
Monomeren, wahrend bei der Zufuhrung der Monomere mittels 
z. B. eines Pipettiersystems herkommliche Schutzgruppen 
verwendet werden konnen. 

Es ist auch moglich, an einem oder mehreren Orten auf der 
zweiten Oberflache mehrere unterschiedliche Oligomere o- 
der Oli gomer — Bibliotheken zu synthetisieren, sofern sie 
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nach der Hybridisierung alle mittels der verwendeten De- 
tektionsmethode unterscheidbar sind . 

Die Oligomer Arrays konnen aus Oligonukleotiden und/oder 
PNAs (Peptide Nucleic Acids) zusammengesetzt sein. Hin- 
sichtlich der prinzipellen Vorgehensweise bei der Synthe- 
se andert dies wenig, es werden jeweils die dem Stand der 
Technik entsprechenden Syntheseverf ahren angewandt. Wer- 
den jedoch Bibliotheken an einem oder mehreren Punkten 
des Arrays verwendet, so wird bevorzugt PNA eingesetzt, 
da hier leichter eine Massenunterscheidbarkeit der resul- 
tierenden Bestandteile der Bibliothek erzielt werden 
kann. Die Oligomere werden bei der Arraysynthese mit ei- 
ner Markierung versehen, die bevorzugt entweder ein Fluo- 
reszenzf arbstof f oder aber eine bestimmte Masse sein 
kann. Die Masse kann entweder die des Oligomers selbst 
oder aber die des Oligomers zuzuglich einer Massenmarkie- 
rung in Form einer f unktionellen Gruppe sein. 

Im dritten Punkt des Verfahrens wird nun eine Abspaltung 
der Oligomere von der Oberflache durchgef uhrt . Dabei ist 
zu beachten, dass die Abspaltung nicht zu einer lateralen 
Bewegung dieser Oligomere auf der Oberflache fuhren darf, 
wobei die Ordnung des Arrays zerstort wurde. Urn dies zu 
verhindern, wird in einer besonders bevorzugten Variante 
des Verfahrens bereits die Synthese des Oligomer Arrays 
so durchgef uhrt , dass die Synthese eines jeden Typs von 
Oligomer in einer ihm zugeordneten Kavitat stattfindet. 
Das Oligomer verlafit diese Kavitat auch nach dessen z. B. 
photochemischer Abspaltung von der Oberflache nicht. 

Schlieftlich werden im vierten Punkt des Verfahrens die 
abgelosten, aber immer noch in der ursprunglichen zweidi- 
mensionalen Anordnung vorliegenden markierten Oligomere 
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an die zu charakterisierende zu charakterisierende Nuk- 
leinsaure hybridisiert . Dies erfolgt in einer besonders 
bevorzugten Variante des Verfahrens dadurch, dass in die 
Kavitaten der zweiten Oberflache, in denen sich die Oli- 
gomere befinden, Hybridisierungspuf f er gegeben wird und 
anschlieflend die erste Oberflache mit der zu charakteri- 
sierenden Nukleinsaure mit der zweiten kontaktiert wird. 
Alternativ kann auch ausschlieftlich die erste Oberflache 
oder beide Oberflachen Kavitaten enthalten, die dann je- 
weils mit Hybridisierungspuf fer gefullt werden. Dies kann 
beispielsweise bevorzugt mit einem Pipettierroboter oder 
einem Pin-Tool Roboter erfolgen. Das Raster der Kavitaten 
entspricht bevorzugt dem Raster von Oligomeren im Array 
auf der zweiten Oberflache. 

Nach der Hybridisierung der komplementaren Oligomere an 
die zu charakterisierende Nukleinsaure werden die beiden 
Oberflachen voneinander getrennt und die nicht komplemne- 
taren Oligomere von der ersten Oberflache durch Wasch- 
schritte entfernt. 

Im sechsten Punkt des Verfahrens werden die komplementa- 
ren Oligomere liber ihre Markierungen detektiert. Aus der 
Arraysynthese ist bekannt, an welchem Punkt auf der ers- 
ten Oberflache welche Oligomere hybridisiert haben kon- 
nen. Die Markierungen sind in einer besonders bevorzugten 
Variante des Verfahrens Fluoreszenzf arbstof f e, besonders 
bevorzugt wiederum Cy3 oder Cy5. In einem Fluoreszenz- 
Scanner kann nun die Fluoreszenz an jedem Ort auf der 0- 
berflache detektiert werden und mit der vorhandenen Ort- 
sinformation die Identitat der hybridisierten Oligomere 
bestimmt werden. Daraus wiederum wird vollstandige oder 
partielle Sequenzinf ormation uber die zu charakterisie- 
rende DNA erhalten. 
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In einer besonders bevorzugten Variante des Verfahrens 
ergibt die Identitat der hybridisierten Oligomere Infor- 
mation iiber Cytosin Methylierungen in der zu charakteri- 
sierenden DNA, falls diese vor Schritt 1 dieses Verfah- 
rens mit einer Bisulf itlosung behandelt wurde. 

In einer weiteren bevorzugten Variante des Verfahrens 
wird die Detektion der hybridisierten Oligomere 'mittels 
Massenspektrometrie, bevorzugt Matrix-assistierter Laser 
Desorptions/Ionisations Massenspektrometrie (MALDI-MS) , 
durchgef iihrt . Dazu wird zunachst die erste Oberflache mit 
den hybridisierten Oligomeren mit einer Matrix beschich- 
tet und anschlieftend die jeweiligen Punkte im Mas- 
senspektrometer direkt angefahren. Die Software des Mas- 
senspektrometers erlaubt dabei die Zuordnung der erhalte- 
nen Massenspektren zu den jeweiligen Punkten auf der 0- 
berflache. Die hybridisierten Oligomere werden uber ihre 
Massen eindeutig identif iziert . In einer bevorzugten Va- 
riante werden die Oligomere in der Arraysynthese mit Mas- 
senlabeln versehen. Dies sind Funktionalitaten, die nur 
eine Erhohung der Masse des Oligomers urn einen bestimmten 
Betrag zum Ziel haben, urn dessen Unterscheidbarkeit von 
Oligomeren anderer Sequenz zu sichern. So kbnnen auch an 
einem Punkt auf der zweiten Oberflache von vorneherein 
mehrere unterschiedliche Oligomere oder auch Oligomer- 
bibliotheken synthetisiert worden sein, wenn ihre Massen- 
unterscheidbarkeit an jeweils mindestens einem Punkt des 
Arrays gesichert ist.In einer besonders bevorzugten Vari- 
ante des Verfahrens ergibt die Identitat der hybridisier- 
ten Oligomere wiederum Information uber Cytosin Methylie- 
rungen in der zu charakterisierenden DNA, falls diese vor 
Schritt 1 dieses Verfahrens mit einer Bisulf itlosung be- 
handelt wurde. In einer besonders bevorzugten Variante 



WO 01/09374 PCT/DEOO/02595 

21 

des Verfahrens wird diese Information in eine Datenbank 
eingegeben und mit dem zur charakterisierenden DNA geho- 
rigen Phanotyp korreliert. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung: 
Beispiel 1: 

Synthese von DNA mit 5 ? -DMT und photolabilen Schutzgrup- 
pen 



Die Synthese von DNA Oligomeren erfolgt nach dem etab- 
lierten Phosphoramidit-verf ahren, hier auf modif izierten 
Glasoberf lachen. Als 5 1 -Schut zgruppen konnen die saurela- 
bile DMT-Gruppe oder photoabspaltbare Gruppen verwendet 
werden, welche an sich bekannt sind. Zur Abspaltung die- 
ser Gruppen werden im Falle des DMT 1 s eine Losung von 
Trichloressigsaure in Dichlormethan, im Falle der photo- 
labilen Gruppen Licht mit geeigneter Wellenlange, bevor- 
zugt zwischen 320 und 365 nm, verwendet. Die Abspaltung 
der Schutzgruppen auf den exocyclischen Aminen und den 
Phosphaten erfolgt nach Standardverf ahren mit konzent- 
riertem Ammoniak. 

Beispiel 2: 

Synthese von PNA Oligomerarrays 

Die Synthese von PNA Oligomeren (als Oligomerarray) wird 
durch Spotten der einzelnen Komponenten auf den Chip 
durchgefuhrt . Nach dem Spotten eines Monomers- oder eines 
Reagenzes wird der Chip mit Dimethylf ormamid gewaschen, 
urn nicht umgesetzte Chemikalien zu ertfernen. Dabei wird 
z. B. die PNA Sequenz 5 1 -AGC CAG CTC ACT ACC TAG- 3 1 vom 
C-Terminus (3 ? ) hin zum N-Terminus (5 1 ) aufgebaut. Die 
Synthese erfolgt durch Binden der Sauref unktion des N- 
geschutzten Monomers G (Fmoc, 5 Aquivalente) in einer 
DMF-L6sung zusammen mit 5 Aquivalenten DIPEA, 7.5 Aquiva- 
lenten Lutidin und 4.5 Aquivalenten HATU auf die modif i- 
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zierte Glasoberf lache . Die 5 ' -Amino-Gruppen der Monomere 
A, C, G und T sind mit einer Fmoc-Gruppe, die exocycli- 
schen Aminogruppen auf den Monomeren A, C und G sind mit 
einer Bhoc-Gruppe geschutzt. PNA Monomere und Chemikalien 
sind kommerziell (z. B. Perkin Elmer) erhaltlich. 

Anschlieftend wird mit DMF gewaschen, nicht umgesetzte 
NH 2 -Gruppen mit einem Gemisch aus Acetanhydrid/Lutidin in 
DMF gecappt, mit DMF gewaschen und die geschutzte 5 1 - 
Aminofunktion mit 20 % Piperidin in DMF entschutzt. Nach 
dem Waschen mit DMF wird das A-Monomer auf das gebundene 
G-Monomer gespottet. Die vollstandige PNA-Sequenz wird 
durch die nachf olgenden Synthesezyklen synthetisiert . Die 
Bhoc-Gruppen der exocyclischen Aminogruppen der Basen A, 
C und G werden am Ende der Synthese mit Trif luoressigsau- 
re unter Anwesenheit von m-Kresol 
entf ernt . 

Beispiel 3: 

Synthese von DNA auf Chips, die einen photoabspaltbaren 
Linker tragen 

Im ersten Schritt werden die Glassubstrate chemisch modi- 
fiziert, so dass eine gezielte Anbindung von Oligonukleo- 
tidbausteinen erfolgen kann, wie es Stand der Technik 
ist. Durch Aufbringen von verschiedenartigen Oligonukleo- 
tiden auf ein Substrat lassen sich ublicherweise Oligo- 
nukleotid-Arrays herstellen. Dazu werden die Substrate 
silanisiert, wobei das Silan eine f unktionalisierte (bei- 
spielsweise OH- Oder NH 2 -) Alkylkette tragt. Anschlieftend 
wird die Oberflache mit einem photolabilen Linker verse- 
hen, beipielsweise 4 [4-1- (Fmoc-aminomethyl) -2-methoxy-5- 
nitrophenoxybutansaure (Novabiochem) . Dieser Linker er- 
laubt eine Abspaltung der Oligonukleotide unter Einstrah- 
lung von Licht der Wellenlange 365 nm. Die Synthese der 
Oligonukleotide, beispielsweise der Sequenz 5 ! -AGC CAG 
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CTC ACT ACC TAG-3', erfolgt wie im Beispiel 1 fur DMT be- 
schrieben wurde auf der entschutzen Aminof unktion des 
Linkers. Schut zgruppen der exocyclischen Amine, beipiels- 
weise Benzoyl oder Isobutyryl, werden mit konzentriertem 
Ammoniak entfernt. Die Abspaltung der DNA vom gesamten 
Chip wird photochemisch durchgefiihrt und anschliefiend von 
der Oberflache gewaschen. 

Beispiel 4: i 
Synthese von PNA auf Chips, die einen photoabspaltbaren 
Linker tragen 

Die Modif izierung der Oberflache des Glassubstrates er- 
folgt wie in Beispiel 3 beschrieben mit einem gespotteten 
photolabilen Linker. Die Synthese der PNA Sequenz, bei- 
spielsweise 5'-AGC CAG CTC ACT ACC TAG-3 1 , wird durch 
Spotten der Komponenten wie in Beispiel 2 beschrieben auf 
der entschutzten Aminofunktion des photolabilen Linkers 
durchgefiihrt. Die Bhoc Schutzgruppen werden mit Trifluo- 
ressigsaure entfernt und der synthetisierte PNA Strang 
wird mit Licht der Wellenlange 365 nm abgespalten. 

Die Synthese von PNA auf photoabspaltbaren Linkern kann 
auch groftflachig auf dem gesamten Chip durchgefuhrt wer- 
den, wobei die Komponenten uber den Chip gespult werden. 
Die Entschutzung erfolgt wie beschrieben. 

Beispiel 5: 

Synthese von DNA auf Chips, die einen nichtphotoabspalt- 
baren Linker tragen 

Im ersten Schritt werden die Glassubstrate chemisch modi- 
fiziert, so dass eine an sich bekannte gezielte Anbindung 
von Oligonukleotidbausteinen erfolgen kann. Dazu werden 
die Substrate silanisiert, wobei das Silan eine funktio- 
nalisierte (beispielsweise OH- oder NH 2 -) Alkylkette 
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tragt. Die Synthese • des nichtphotoabspaltbaren Linkers 
erfolgt durch Kopplung von 5 1 -geschiitzten T, A, C oder G 
Monomeren mit Succinanhydrid und Dimethylaminopyridin . 
Als Schutzgruppen auf den Monomeren werden beispielsweise 
herkommliche DMT- Gruppen fur eine groftf lachige DNA Syn- 
these oder photolabile Gruppen in Fall eines DNA-Arrays 
verwendet. Das zuvor behandelte Monomer wird mit dem Sub- 
strat gekoppelt und die Synthese, beispielsweise der Se- 
quenz 5 1 -AGC CAG CTC ACT ACC TAG- 3 1 , wird wie in Bei- 
spiel 1 beschrieben durchgef iihrt . Die Abspaltung der 5'- 
Schutzgruppen wird entweder mit Trichloressigsaure 
oder durch Einstrahlung von Licht (365 nm) vorgenommen. 
Durch Einwirkung von Ammoniak Dampf wird die DNA vom Sub- 
strat abgelost und der Array durch Blotting auf eine Nit- 
rocellulosemembran iibertragen. 

Beispiel 6: 

Blotting von DNA-Oligomer-Arrays 

Urn die aus Beispiel 5 von der modif izierten Glasoberfla- 
che abgespaltenen Oligomerarrays an die Proben-DNA hybri- 
disieren zu konnen, werden sie auf Nitrocellulose (Amers- 
ham Pharmacia Biotech, Hybond Serie, Nitrocellulose 
auf Nylon oder PVDF) geblottet, analog zur etablierten 
Methode des "Southern Blots". Dabei wird die Anordnung 
der Oligomere im Array nicht wesentlich verandert, sofern 
der Abstand der Punkte im Array ausreichend ist. Dazu 
wird der Glastrager mit der beladenen Seite auf einen 
Nitrocellulosetrager gelegt, welcher vorher mit einem 
Hybridisierungspuf fer (SSC + SDS, Denhardt's Reagenz) an- 
gefeuchtet wird. Durch Ausuben von Druck kommt es zur 0- 
bertragung der Oligomere auf die Nitrocellulose. Auf der 
Nitrocellulose ist bereits die Proben-DNA immobilisiert , 
mit welcher dann die Oligomere spezifisch hybridisieren . 
Nicht nicht hybridisierten Oligomere werden ausgewaschen . 
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Die Detektion erfolgt uber einen an den Oligomeren ange- 
brachten Fluoreszenzmarker (siehe Beispiei 9) . 

Beispiel 7: 

Synthese von PNA auf Chips, die einen nichtphotoabspalt- 
baren Linker tragen 

Die Substratoberf lache wird silanisiert, wobei das Silan 
eine f unktionalisierte (beispielsweise NH 2 - oder Glycido- 
alkyl-) Alkylkette tragt. AnschlielSend erfolgt die Kopp- 
lung des Amins mit einer Carbonsaure eines nichtphoto- 
abspaltbaren Linkers, beispielsweise eine geschutzte 
Hydroxyalkylcarbonsaure oder des Epoxides unter sauren 
Bedingungen mit Ethylenglycolen unterschiedlicher Ketten- 
lange. Die PNA Synthese beispielsweise der Sequenz 5 1 -AGC 
CAG CTC ACT ACC TAG- 3 1 wird wie im Beispiel 2 beschrieben 
durchgef iihrt . Die Kopplung des Monomers G mit dem end- 
standigen Alkohol f iihrt zur Ausbildung eines Esters. Die 
PNA Synthese kann auch mit einer photoabspaltbaren 
Schutzgruppe auf den Amino-Gruppen durchgef iihrt werden. 
Dabei erfolgt die Abspaltung anstatt mit 20 % Piperidin 
in DMF mit Licht der Wellenlange 365 nm. Durch Einwirkung 
von Ammoniak Dampf wird die PNA vom Substrat abgeldst und 
wird durch Blotting auf Nitrocellulose mit der Proben-DNA 
kontaktiert. 

Beispiel 8: 

Blotting von PNA-Oligomer-Arrays 

Das Verfahren zur Identif izierung von PNA Oligomeren ist 
ahnlich dem zur DNA-Identif izierung, es wird ein PNA- 
Hybridisierungspuf f er verwendet. Dieses Verfahren ist a- 
nalog zur etablierten Methode des "Western Blots" fur 
Proteine. 
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Beispiel 9: 

Koppeln eines Fluoreszenz-Farbstof f s auf PNA Oligomere 

Urn einen f luoreszierenden Farbstoff, bevorzugt sind Cy3 
5 Oder Cy5, an PNA Oligomere zu koppeln, wird der N- 
Terminus (die 5 ' -Aminogruppe) mit dem N-Hydroxy- 
succinimid-Derivat des Farbstoffes unter Bildung eines 
Amids umgesetzt. Dazu wird das Farbstoff derivat in DMF 
Oder DMSO gelost und in Gegenwart von Triethylammonium- 
10 hydrogencarbonat-Puf fer mit den immobilisierten Oligome- 
ren kontaktiert. Nach 2 h ist die Reaktion beendet und 
der uberschussige bzw. hydrolysierte Farbstoff wird durch 
Waschschritte mit Wasser und Methanol entfernt. 

15 Beispiel 10: 

Immobilisierung von PCR-Produkten auf modif izierten Glas- 
oberf lachen 

Urn PCR-Produkte auf Glastragern immobilisieren zu kdnnen, 
20 werden sowohl die PCR-Produkte als auch Glasoberf lache 

modif iziert. An das 3'-Ende der PCR-Produkte wird ein A- 
minopropyl-Derivat gekoppelt, das eine freie Aminogruppe 
liefert. Die Glasoberf lache wird mit 3 1 -Glycidoxy- 
alkyltrimethoxysilan und katalytischen Mengen Diisopropy- 
25 lethylamin derivatisiert und tragt ein Epoxid auf der 0- 
berf lache . Die Immobilisierung erfolgt durch Spotten ei- 
ner Losung der PCR-Produkte in 0,1 M Kaliumhydroxid und 
Inkubation fur 6 Stunden bei 37 °C und 100% Luftfeuchte. 
Anschlieftend werden nicht gebundene PCR-Produkte durch 
30 Waschen mit Wasser entfernt. 
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Beispiel 11: 

Immobilisierung der Proben-DNA auf Nitrocellulose oder 
PVDF-Membranen 

Die Immobilisierung der Proben-DNA auf Nitrocellulose o- 
der PVDF-Membranen erfolgt nach den Angaben der Herstel- 
ler. Besonders geeignet sind Membranen, die bereits auf 
eine Glasoberf lache im Mikroskoptragerf ormat (z. B. von 
Schleicher und Schiill) aufgebracht wurden und sich daher 
nach der Hybridisierung in herkommlichen Fluoreszenzscan- 
nern einfach analysieren lassen. Nach der Immobilisierung 
werden die Membranen mit Hybridisierungspuf f er angefeuch- 
tet. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Charakterisierung eines Nukleinsaure- 
fragmentes, wobei man die folgenden Verf ahrensschrit- 
te ausfuhrt: 

a) man immobilisiert das zu charakterisierende Nuk- 
leinsauref ragment auf einer Oberflache; 

b) man stellt auf einer zweiten Oberflache einen Ar- 
ray von Oligomeren her, wobei die Oligomere mit einem 
Marker versehen sind; 

c) man lost die synthetisierten Oligomere von der 0- 
berflache ab, ohne dass diese dabei einen vorgegebe- 
nen Bereich auf der Oberflache zu verlassen; 

d) man kontaktiert die Oberflache, auf der die zu 
charakterisierende Nukleinsaure immobilisiert ist, 
mit der Oligomer Array Oberflache wobei komplementare 
Oligomere des Arrays an die zu charakterisierende DNA 
hybridisieren; 

e) man entfernt nicht komplementare Oligomere; 

f) man detektiert die komplementaren Oligomere mit- 
tels deren Marker, wobei man anhand des Ortes auf der 
Oberflache Sequenzinf ormation ermittelt. 

2. Verfahren gemafi Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass das zu charakterisierende Nukleinsauref ragment 
ein Amplifikat genomischer DNA ist. 



3. Verfahren gemaft Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass man die genomische DNA vor der Amplif ikation mit 
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einer Losung eins Bisulfits, Disulfits oder Hydrogen- 
sulfits umsetzt. 

4. Verfahren gemaft einem der vorangehenden Anspriiche, 

5 dadurch gekennzeichnet , dass man das zu charakteri- 

sierende Nukleinsauref ragment kovalent an die Ober- 
f lache bindet. 

5. Verfahren gemali Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
10 dass man in das charakterisierende Nukleinsauref rag- 
ment eine Aminof unktion einfuhrt und diese an eine 
durch Silanisierung derivatisierte Glasoberf lache 
bindet . 

15 6. Verfahren gemali einem der voranstehenden Ansprtiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass man die Oligomere des 
Arrays kovalent an die zweite Oberf lache bindet. 

7. Verfahren gemali einem der voranstehenden Anspriiche, 
20 dadurch gekennzeichnet, dass man in die Oligomere des 

Arrays eine Aminof unktion einfuhrt und diese an eine 
durch Silanisierung derivatisierte Glasoberf lache 
bindet . 

25 8. Verfahren gemali einem der vorangehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass man den Oligomer Array 
durch Festphasensynthese der Oligomere auf der zwei- 
ten Oberf lache herstellt. 

30 9. Verfahren gemali Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, 
dass man die Festphasensynthese der Oligonukleotide 
auf der zweiten Oberflache in einer geschlossenen 
Synthesekammer durchfuhrt, in welche man selektiv 
Synthesereagenzien einspeist. 
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Verfahren gemafi Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , 
dass man die Synthese der Oligomere durch selektive 
Zufuhrung der Synthesereagenzien an die jeweiligen 
Orte, an denen die Oligomere synthetisiert werden, 
durchfuhrt. 

Verfahren gemaft einem der vorangehenden Anspruche da- 
durch gekennzeichnet, dass man photolithographische 
Methoden und photolabile Schutzgruppen zur Oligomer- 
synthese verwendet. 

Verfahren gemaft Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, 
dass man fur das photolithographische Verfahren e- 
lektronisch ansteuerbare und/oder veranderbare Masken 
verwendet . 

Verfahren gemali Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, 
dass man fur die photolithographische Verfahren ein 
selektiv schaltbaren Spiegelarray zur Erzeugung eines 
Belichtungsmusters verwendet. 

Verfahren gemafr einem der vorangehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass man die Synthese der 0- 
ligomere in einem Array von Kavitaten durchfuhrt, 
welche man gegebenenf alls weiterhin als Kammern fur 
die Hybridisierung verwendet. 

Verfahren gemafr einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch 
gekennzeichnet, dass man die Immobilisierung der zu 
charakterisierenden Nukleinsauref ragmente an einen 
Array von Kavitaten durchfuhrt, welche man gegebenen- 
falls weiterhin als Kammern fur die Hybridisierung 
verwendet . 

Verfahren gemSB einem der voranstehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass man als Marker der Oli- 
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gomere chemische Gruppen verwendet, welche eine Mas- 
senveranderung und/oder Fluoreszenz bewirken. 

17 . Verf ahren gemaft einem der vorangehenden AnsprUche da- 
durch gekennzeichnet , dass man die Detektion der 
hybridisierten Oligomere mittels Massenspektrometrie, 
vorzugsweise mittels Matrix assistierter Laser De- 
sorptions/Ionisations Massenspektrometrie (MALDI ) , 
durchfuhrt . 

18. Verf ahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet , dass man Information uber Cyto- 
sin Methylierungen in einer genomischen DNA Probe er- 
mittelt . 

19. Kit, zur Durchfuhrung des Verfahrens gemaJi einem der 
voranstehenden Anspruche, umfassend Reagenzien 
und/oder Ref erenz-Nukleinsauref ragmente und/oder Re- 
ferenz-DNA und/oder behandelte Oberflachen und/oder 
photolithographische Masken und/oder Oligomere. 



